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which  time  the  increase  in  triiodothyronine  (T3 ) alongside  the  rise  in cortisol  level 
promote the abundant distribution of UCP‐1 (Mostyn et al., 2003). A normal function 




D2  pathway  exhibit  significantly  impaired  thermogenesis  in  BAT,  leading  to 
hypothermia  during  cold  exposure  and  a  greater  susceptibility  to  diet‐induced 




WAT was  demonstrated  to  have  a  capacity  to  change  its morphological  structure 
depending  on  the  requirements  of  an  organism.  Predominantly,  in  homeotherms, 
WAT  develops  extensively  in  proportion  to  body weight,  varying  greatly  between 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1968,  Claman  et  al.,  1968).  In  the  70s  and  80s,  a wide  range  of  antigen‐specific 
factors  and  cytokines were  isolated.  IL‐6 was  isolated  from  B‐cells  and  its  cDNA 
cloned  and  initially  named  B‐cell  differentiation  factor  (BCDF)/B‐cell  stimulatory 
factor  (BSF)‐2  (Hirano et al., 1986).  IL‐6  is multifunctional  cytokine  involved  in  the 
regulation  of  many  biological  processes  including  immune  system  function, 
inflammation,  haematopoiesis  and  tumourigenesis.  Its  activities  are  closely  linked 
with the actions of other cytokines, namely,  leukaemia  inhibitory factor (LIF), ciliary 






T‐cell  growth  and  cytotoxic  T‐cell differentiation  (Noma et  al., 1987, Okada et  al., 
1988, Le et al., 1988) via the actions of IL‐2 receptor (Noma et al., 1987, Garman et 















A  critical  point  in  the  resolution  of  an  inflammatory  event  is  the  switch  between 
innate  to acquired  immunity.  Inadequate  regulation of  this  ‘immunological  switch’ 
from  innate  to  acquired  immunity  may  cause  tissue  damage  and/or  chronic 
inflammation (Jones, 2005). IL‐6 is involved in leukocyte recruitment, activation, and 
apoptosis and  therefore, has emerged as a  regulator of  this  immunological  switch 
(Jones, 2005). Patients with CAD have a  significantly  increased  level of  serum  IL‐6 
suggesting that IL‐6 is involved in the aetiology of cardiovascular complications (Su et 
al., 2013). Data also shows  that  the pro‐inflammatory action of  IL‐6 may be  linked 
with increased risk for cancer in obese individuals (Ghosh and Ashcraft, 2013). Both 
inflammatory markers, IL‐6 and CRP are strongly correlated with type 2 diabetes and 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ܤ݋݀ݕ	݀݁݊ݏ݅ݐݕ ൌ ܥ െ ሺܯሻ ൈ LOG10 of all 4 skinfolds  







































































































Subjects  BODPOD  Skinfold measures  BIA 




















































































































































































































































































































































































[AnxA1]  2000 1000  500  250 125 62.5 31.25 15.63 7.81  3.91 
n  2  2  2  2 2 2 2 2 2  2 
mean  3.04 2.75  2.60  2.30 2.00 1.50 1.07 0.76 0.50  0.20 
SD  0.17 0.07  0.10  0.12 0.09 0.10 0.12 0.04 0.08  0.02 
CV (%)  5.51 2.72  3.78  5.30 4.60 6.49 10.92 5.81 15.09  10.67 


















































































[Adiponectin]  4000  2000  1000  500  250  125  62.5  0   
n  2  2  2  2  2  2  2  2   
mean  2.15  1.36  0.81  0.45  0.25  0.13  0.07  0.01   
SD  0.09  0.05  0.04  0.02  0.01  0.00  0.00  0.00   
CV (%)  4.24  3.65  4.57  4.15  5.40  1.84  4.66  3.38   

























































































[Cortisol]  0  0.156  0.312  0.625  1.25  2.5  5  10   
N  2  2  2  2  2  2  2  2   
Mean O.D.  1.991  1.991  1.991  1.991  1.991  1.991  1.991  1.991   
SD  0.003  0.016  0.026  0.024  0.123  0.022  0.046  0.007   
CV (%)  0.13  0.78  1.31  1.21  6.17  1.12  2.33  0.36   






























































[CRP]  50  25  12.5  6.25  3.12  1.56  0.78  0   
N  2  2  2  2  2  2  2  2   
Mean O.D.  2.71  1.38  0.79  0.47  0.27  0.15  0.07  0.01   
SD  0.05  0.17  0.01  0.01  0.04  0.00  0.00  0.00   
CV (%)  1.83  12.01  1.49  3.50  13.36  4.96  4.00  7.07   

































































[Insulin]  0  6.25  12.5  25  50  100   
n  2  2  2  2  2  2   
mean  1.93  1.93  1.93  1.93  1.93  1.50   
SD  0.00  0.00  0.00  0.01  0.02  0.13   
CV (%)  0.31  0.03  0.47  0.52  0.96  8.56   

















































ܵݐܽ݊݀ܽݎ݀݅ݖ݁݀	݂݂݀݅݁ݎ݁݊ܿ݁ ൌ ሺ95 െ 81ሻ/18 ൌ 0.78 























In  this  study,  we  adopted  an  in  vitro  cell  culture  approach,  where  a  hypoxic 
environment was designed to mimic the conditions within adipose tissue as closely 




obese  mice  (15.2  mmHg)  was  70  %  lower  than  in  the  lean  mice  (47.9  mmHg) 




































































































































































































































ܥ݈݈݁	݊ݑܾ݉݁ݎ ݌݁ݎ ݈݉ ݋݂ ݈݈ܿ݁ ݏݑݏ݌݁݊ݏ݅݋݊




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































diabetes mellitus,  although  it  is  often  possible  to  establish  this  diagnosis without 
















was measured and a venous blood sample was  taken  for  the determination of  the 
concentration of the insulin hormone. A glucose solution was prepared by dissolving 
75 g anhydrous glucose  in 200 ml water. Before commencing OGTT,  the volunteer 
was  informed  that  he  needed  to  remain  in  the waiting  area  for  2  hours without 
eating, drinking or smoking. Volunteers were instructed to drink the glucose solution 
over a maximum of 15 minutes  (ideally within 5 minutes) and the time was noted. 
The  volunteer  then  remained  seated within  the waiting  area  for 2 hours, without 
eating,  drinking  or  smoking.  The  test  was  invalid  if  these  conditions  were  not 
imposed. 2 hours after administering the glucose, a second venous blood sample for 
glucose  and  insulin was  collected  and  Labelled with  the  patient’s  name  and  the 
sample  date  and  time  (or  “2  hour”).  Samples were  centrifuged  and  plasma was 
aliquoted into 2 ml vials and stored in a ‐80 C freezer for an analysis at a later date. 
2.3.3.5.2 Complications 
Some  individuals may experience  faintness, nausea  and  vomiting  after  taking  the 
glucose solution. This  is often more significant during pregnancy and therefore the 
risk  in  this  study was  very  low  as we  only  recruited males.  If  it was  anticipated, 
instead  of  the  glucose  solution,  a  Lucozade  drink  was  offered  as  it  is  better 















































































































































































<30  30.1 ‐ 40  40.1 ‐ 50  >50.1 
BMI  Normal  9  12  16  10  47 
Overweight  5  16  15  9  45 
Obese I  1  3  6  3  13 
Obese II  6  5  2  0  13 
Total  21  36  39  22  118 
%BF  Lean  6  5  3  2  16 
Moderately lean  6  12  16  4  38 
Excess fat  2  11  12  11  36 
Risky  7  8  8  5  28 
Total  21  36  39  22  118 
WHR  High  6  14  17  16  53 
Normal  15  22  22  6  65 


















































































N = 118  Min  Max  Mean  Std. 
Deviation 
S.E.M. 
Age (years)  19.00  61.00  40.46  10.39  0.96 
BMI (kg/m2)  16.80  56.40  27.66  6.95  0.64 
%BF  4.30  51.80  23.10  10.18  0.94 
WHR  0.78  1.14  0.92  0.08  0.01 
Glucose (mmol/L)  3.30  18.50  4.76  1.38  0.13 
Cholesterol (mmol/L)  3.08  7.19  4.83  0.82  0.08 
Glycated LDL (mg/ml)  0.34  3.44  1.76  0.55  0.05 
Systolic BP (mmHg)  100.00  178.00  124.14  14.17  1.30 
Diastolic BP (mmHg)  56.00  116.00  79.52  9.63  0.89 
HOMAIR  0.00  0.80  0.11  0.12  0.01 
HOMAβ‐cell  ‐0.69  1.9  0.20  0.28  0.03 
QUICKI  0.27  0.72  0.38  0.08  0.01 































Age (years)  40.87 ± 1.5   41.44 ± 1.5   43.38 ± 3.1  32.62 ± 1.8  
* § 












Glucose (mmol/L)  4.61 ± 0.07   4.64 ± 0.08  5.74 ± 1.06 *  4.72 ± 0.19 
Cholesterol (mmol/L)  4.66 ± 0.08  4.99 ± 0.13  4.90 ± 0.26  4.85 ± 0.32 
Glycated LDL (mg/dl)  1.77 ± 0.54  1.76 ± 0.55  1.66 ± 0.67  1.87 ± 0.41 
Systolic BP (mmHg)  121.49 ± 2.00  124.82 ± 2.0  127.70 ± 5.5  127.85 ± 3.1 




HOMAIR  0.12 ± 0.02  0.09 ± 0.01  0.18 ± 0.06  0.11 ± 0.04 
HOMAβ‐cell  0.22 ± 0.05  0.18 ± 0.03  0.21 ± 0.06  0.46 ± 0.27 
QUICKI  0.37 ± 0.01  0.40 ± 0.01  0.37 ± 0.02  0.39 ± 0.02 
FISI  2.02 ± 0.24  1.41 ± 0.18  2.84 ± 0.96  1.81 ± 0.73 























Variable  Min  Max  Mean  Std. Deviation  S.E.M. 
Insulin (µIU/ml)  0.28  49.65  9.49  8.84  0.81 
Adiponectin (µl/ml)  0.33  12.86  3.75  2.41  0.22 
Leptin (pg/ml)  11.70  1391.30  386.72  343.88  33.56 
Cortisol (ng/ml)  6.63  188.66  59.65  41.13  3.79 
CRP (pg/ml)  0.06  9.57  1.45  1.57  0.14 
IL‐6 (pg/ml)  0.00  332.98  16.04  47.41  4.36 
TNFα (pg/ml)  0.59  906.98  46.76  115.89  10.67 
IL‐10 (pg/ml)  1.34  1230.87  30.15  116.20  10.70 
Annexin A1 (pg/ml)  4.35  312.34  91.41  64.12  5.90 
















Annexin A1 (pg/ml)  118.29 ± 10.5  88.84 ± 7.2  57.30 ± 13.5 **  37.19 ± 12.6 
*** § 
Cortisol (ng/ml)  52.19 ± 5.1  57.30 ± 6.8  76.35 ± 12.1  78.04 ± 10.3 







CRP (pg/ml)  0.81 ± 0.12  1.37 ± 0.24  2.76 ± 0.40 ** §§§  2.75 ± 0.53 *** 
§§§ 
IL‐6 (pg/ml)  15.17 ± 7.4  19.28 ± 8.5  17.44 ± 7.2  28.38 ± 14.4 
TNFα (pg/ml)  30.60 ± 10.4  52.51 ± 21.9  89.66 ± 43.0  42.36 ± 20.2 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  Placebo  Resveratrol  P value 
Age (years)  45.6 ± 2.4  45.6 ± 2.4  ‐ 
Body weight (kg)  87.1 ± 2.6  86.8 ± 2.5  0.35 
BMI (kg/m2)  28.5 ± 0.93  28.3 ± 0.89  0.37 
Body fat (%)  26.0 ± 1.9  25.8 ± 1.8  0.66 
WHR  0.98 ± 0.02  0.97 ± 0.02  0.38 
Systolic blood pressure  118.3 ± 3.5  118.1 ± 3.0  0.95 
Diastolic blood pressure  76.6 ± 1.8  77.7 ± 2.1  0.59 
Glucose (mmol/L)  4.97 ± 0.42  5.24 ± 0.34  0.28 
Insulin (µU/ml)  9.10 ± 1.77  9.06 ± 0.90  0.97 
Cholesterol(mmol/L)  5.53 ± 0.23  5.09 ± 0.17  0.02 






















  Placebo  Resveratrol  P value 
Body weight (kg)  86.9 ± 2.6  86.6 ± 2.6  0.16 
BMI (kg/m2)  28.4 ± 0.93  28.3 ± 0.92  0.17 
Body fat (%)  26.8 ± 2.07  28.9 ± 4.4  0.53 
WHR  0.97 ± 0.02  0.97 ± 0.02  0.40 
Systolic blood pressure  122 ± 3.0  120.5 ± 2.66  0.56 













































  Placebo  Resveratrol  P value 
Glucose (mmol/L)  5.21 ± 0.35  5.34 ± 0.46  0.44 
OGTT Glucose (mmol/L)  6.88 ± 1.04  6.56 ± 1.08  0.62 
Insulin (µU/ml)  8.43 ± 1.67  9.07 ± 1.39  0.63 
OGTT Insulin (µU/ml)  26.9 ± 8.79  25.8 ± 8.81  0.74 
HOMA index  28.5 ± 0.93  28.3 ± 0.89  0.37 
Cholesterol (mmol/L)  5.03 ± 0.36  4.89 ± 0.52  0.57 
Glycated LDL (mg/dL)  1.31 ± 0.24  1.18 ± 0.34  0.39 
Leptin (pg/mL)  118.3 ± 3.5  118.1 ± 3.0  0.95 
Adiponectin (pg/mL)  76.6 ± 1.8  77.7 ± 2.1  0.59 
Annexin A1 (pg/ml)  15.78 ± 6.44  14.65 ± 8.49  0.50 
CRP (ng/mL)  9.10 ± 1.77  9.06 ± 0.90  0.97 
IL‐6 (pg/mL)  11.23 ± 5.25  10.91 ± 5.05  0.50 
 
Plasma values after 14 days of placebo or resveratrol supplementation. Values are given as means 
± SEM. The raw values for each subject are presented in Figures 86 – 92 (N = 15). 
Due to the low number of subjects in this study, we represented the raw values of 
the concentrations of key markers of interest including fasting blood glucose, OGTT 
glucose, fasting insulin, OGTT insulin, cholesterol, glycated LDL and AnxA1. The 
Figures 86 to 92 illustrate that 250 mg/day of resveratrol supplementation over 14 
days had no significant change on the parameters that we measured. The means and 
SD are also shown in Table 21. 
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We did not find a significant improvement in the concentration of the hormones, 
adiponectin (P = 0.59) and leptin (0.95) either (see Table 21). 
 
Whilst a study on resveratrol supplementation (30 days, 500 mg/day) in 50 male 
smokers found that resveratrol trial significantly reduced CRP and triglyceride levels 
(Bo et al., 2013) we did not find a change in neither CRP (P = 0.97) nor IL‐6 (0.50) 
levels in our study. 
Figure 86: Concentration of total blood glucose after 14 days of placebo or resveratrol 
supplementation. 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.44) in the concentration levels of total 
blood glucose after 14 days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
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Figure 87: Concentration of plasma insulin after 14 days of placebo or resveratrol 
supplementation. 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.63) in the concentration levels of 
plasma insulin concentration after 14 days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
 
 
Figure 88: OGTT glucose result after 14 days of placebo or resveratrol supplementation 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.62) in the OGTT glucose result after 14 
days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
 
0
5
10
15
20
25
30
Placebo Resveratrol
In
su
lin
 (µ
U
/m
l)
0
5
10
15
20
25
Placebo Resveratrol
O
GT
T g
lu
co
se
 (m
m
ol
/l
 )
Chapter 5 
Is there a free ride? Resveratrol as a calorie restriction mimetic 
  __________________________________________________________________________________  
 
 
175
 
Figure 89: OGTT insulin result after 14 days of placebo or resveratrol supplementation. 
 
There was no statistically significant difference (P = 0.74) in the OGTT insulin result after 14 
days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
 
Figure 90: Concentration of total blood cholesterol after 14 days of placebo or resveratrol 
supplementation. 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.57) in the concentration levels of total 
blood cholesterol after 14 days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
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Figure 91: Concentration of glycated LDL after 14 days of placebo or resveratrol 
supplementation. 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.39) in the concentration levels of 
glycated LDL after 14 days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
 
Figure 92: Concentration of plasma annexin A1 after 14 days of placebo or resveratrol 
supplementation. 
  
There was no statistically significant difference (P = 0.50) in the concentration levels of 
plasma Annexin A1 after 14 days of placebo or resveratrol treatment (N = 15). 
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5.4 Discussion 
At the time of designing this study in 2011 there was very little evidence of the 
effects of resveratrol supplementation on metabolic parameters in human subjects. 
Since then a number of double‐blind placebo controlled studies have been carried 
out in humans providing some evidence for the role of resveratrol as a calorie 
restriction mimetic (Poulsen et al., 2013, Bhatt et al., 2012, Yoshino et al., 2012, 
Timmers et al., 2011, Rossi et al., 2012, Bode et al., 2013, Militaru et al., 2013, 
O'Connor et al., 2013, Rotches‐Ribalta et al., 2012). 
 
Whilst there is strong evidence that calorie restriction diet leads to a significant 
change in body weight, body composition, WHR and energy expenditure (Poehlman 
et al., 1991b, Heilbronn et al., 2006, Larson‐Meyer et al., 2006), the attempts to 
bring about similar effects with the use of supplementary resveratrol failed (Poulsen 
et al., 2013, Bhatt et al., 2012, Yoshino et al., 2012, Timmers et al., 2011). Our study 
found no significant change in total body weight, body composition, or WHR as 
others reported.  
 
We set out to investigate if the evidence from animal and in vitro studies (Kang et al., 
2012, Lee et al., 2011a) supporting the role of resveratrol in reducing the risk factors 
for diabetes; hypertension and hyperlipidaemia can be replicated in humans. As 
confirmed in similar trials into the effect of resveratrol on metabolic function 
(Poulsen et al., 2013, Bo et al., 2013, Yoshino et al., 2012, Heger et al., 2012), our 
study showed no difference in the metabolic markers measured including blood 
pressure, blood glucose, blood cholesterol and glycated LDL. We speculated that 
perhaps this was due to the shorter length of our trial when compared with the 
period of trials of other studies (generally 30 days). However Bo et al., (2013) 
demonstrated that 500 mg/day (dose double of the one used in our study) 
resveratrol supplementation over 30 days brought about no change to glucose, 
insulin, cholesterol, liver enzyme concentrations and blood pressure. These findings 
were further supported by the high‐dose resveratrol study in obese men where 
resveratrol treatment had no effect on blood pressure, resting energy expenditure, 
oxidation of lipid; ectopic and visceral fat content; or inflammatory and metabolic 
Chapter 5 
Is there a free ride? Resveratrol as a calorie restriction mimetic 
  __________________________________________________________________________________  
 
 
178
biomarkers (Poulsen et al., 2013). Yet another evidence against the role of 
resveratrol as a calorie restriction mimetic was reported by Yoshino et al., (2012) in a 
study with non‐obese women with normal glucose tolerance where they found 
resveratrol had no effect on metabolic or inflammatory markers. 
 
Poulsen et al., 2011 demonstrated that 150 mg/day resveratrol supplementation 
over the period of 30 days significantly improved systolic blood pressure by ~ 5 
mmHg but had no change on diastolic blood pressure. Whilst this finding was 
statistically significant, it is important to note here that inter‐individual variability of 
blood pressure can deviate by 10‐20 % and is influenced by an array of factors 
ranging from internal factors (e.g. neurohormonal regulation) and the extrinsic 
factors (physical activity, sleep deprivation or quality, and dietary sodium). 
Furthermore, behavioural factors (mental activity and emotional status) and lifestyle 
factors (alcohol drinking and smoking) can also affect the natural rhythm of blood 
pressure from measurement to measurement (Choi, 2012). 
 
There is some data upholding the anti‐inflammatory role of resveratrol where in a 
couple of resveratrol trials it was shown that resveratrol supplementation had 
significantly decreased CRP concentrations in 25 healthy smokers (Bo et al., 2013) 
and in patients with angina pectoris (Militaru et al., 2013). In the study by Militaru et 
al., (2013) this effect was further exaggerated by addition of calcium fructoborate 
(CF), a complex of calcium, fructose and boron naturally occurring in fresh and dried 
fruits and vegetables (Scorei and Rotaru, 2011). CF was proposed as a stabilizer for 
resveratrol degradation in the digestive tract by these authors but there is no 
published data to endorse this statement. Yet again, our study did not find a change 
in plasma CRP, IL‐6 or AnxA1 level concentrations rejecting the hypothesis that 
resveratrol has anti‐inflammatory effects in humans. 
 
Resveratrol is contained in a variety of foods but the source that receives most press 
is the one found in the skins of grapes and therefore, red wine. It has been 
postulated that drinking a glass of red wine has beneficial effects on cancer and 
cardiovascular risk profile and glucose metabolism (Kraft et al., 2009, Turan et al., 
2012, Wallenborg et al., 2009, Lippi et al., 2010). However, a study investigated if a 
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dose of 6 mg per day supplemental resveratrol equivalent to that found in a large 
glass of red wine (0.3 L), had an effect on oxidative DNA damage and redox status. 
The data showed that the intake of the supplement had no effect on the DNA 
stability and on the total antioxidant capacity (TAC) and oxidized low‐density 
lipoprotein (oxLDL) biomarkers of the redox status (Heger et al., 2012). Furthermore, 
a trial measuring the effect of grape consumption on fitness, muscle injury, mood 
and perceived health in young active adults over a period of 45 days proved to have 
no effect on VO2max, work capacity, mood, perceived health status, inflammation, 
pain, or physical‐function responses to a mild injury induced by eccentric exercise 
(18 high‐intensity actions of non‐dominant elbow flexors) (O'Connor et al., 2013). 
This may not be surprising in view of the limited and variable content of resveratrol 
in foods (Rossi et al., 2012) and the difficulty in obtaining it as the biological 
availability of resveratrol is highly dependent on several factors including e.g. the 
food matrix (Rotches‐Ribalta et al., 2012) and the gut microbiota (Bode et al., 2013). 
It is plausible to speculate that the lack of supporting evidence in human studies for 
the anti‐inflammatory, anti‐oxidant and cardioprotective role of resveratrol may be 
due to its low bioavailability and rapid metabolism and elimination (Walle et al., 
2004). Future investigations into potential resveratrol synergistic enhancers and 
stabilizers e.g. CF, may shed some light on the conflicting data presented in animal 
and in vitro studies and human studies. 
 
In conclusion, we demonstrate that resveratrol supplementation for 14 days has no 
beneficial effects on the metabolic and inflammatory profile in healthy overweight 
males. Therefore, it does not support its role as a cardioprotective, anti‐
inflammatory and anti‐oxidant agent in humans. 
 
To date there are only a handful of well‐designed human studies supporting the role 
of resveratrol as a dietary aid bringing about beneficial health effects (Timmers et al., 
2011, Bhatt et al., 2012). It is important to note that also the effects that were 
observed in these studies were modest and although statistically different, perhaps 
not significant in terms of physiological importance. In view of the recent numerous 
human studies and the findings from our study the role of both supplemental and 
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dietary source (from red wine and grapes) resveratrol as a calorie restriction mimetic 
exerting beneficial metabolic and anti‐inflammatory actions is questionable. 
5.5 Conclusion  
The lack of metabolic and inflammatory effect disagrees with the strong and 
compelling data obtained from rodent models and some of the human studies 
questioning the use of supplemental resveratrol as a nutritional therapeutic for 
metabolic disorders. The worldwide retailing of active food ingredients as dietary 
supplements is developing faster than most other areas in the commercial food 
enterprise and epitomizes a behavioural and scientific hybridization between 
attitudes towards food and pharmacological agents. Health conscious customers 
should have access to the evidence for efficacy of nutritional supplements to avoid 
disappointment and manage their expectations. 
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6 Final discussion and future studies  
6.1 Final discussion 
Obesity has become a serious global issue and requires actions and solutions on a 
global scale. Obesity is now a problem even in the poorest of countries, e.g. Sierra 
Leone, where people experience the double burden of diseases, including infectious 
diseases (e.g. malaria, pneumonia) and at the same time, obesity associated 
maladies. Obesity is linked with a number of degenerative disease states including 
cancers, type 2 diabetes, and hypertension. At large obesity is caused by chronic 
excess calorie consumption coupled with low physical activity. Excess food intake 
leads to a state of chronic systemic inflammation and WAT is thought to be the 
major source of increased level of pro‐inflammatory molecules including CRP, IL‐6 
and TNFα. This PhD research study was set out to determine if there are any novel 
exogenous and/or endogenous molecular targets that can alter the chronic 
inflammation found in the WAT of obese individuals and therefore, in the systemic 
circulation.  
 
Adipose tissue is vital for the normal function of the human body; however excess 
adiposity (Shils, 2006) is strongly linked with the cause of type 2 diabetes, 
cardiovascular disease and certain types of cancers (Cao, 2014). Certain metabolic, 
physiological and lifestyle factors such as dyslipidaemia, arterial hypertension, large 
waist size, BMI >25 kg/m2 and low activity levels have been identified as increasing 
risk factors for metabolic syndrome. The pathology of disease states is strongly 
linked with qualitative aspects of dietary choices i.e. high added sugar and fructose 
corn syrup products (Johnson et al., 2013), low physical activity levels and poor 
mental health i.e. depression (Gallagher and Hannigan, 2013). There is good 
evidence that long‐term inflammatory status may increase susceptibility to cancer 
via DNA damage and genomic instability, as multiple cancers have chronic 
inflammatory precursor lesions/tissues and therefore, any dysregulation in the 
inflammatory balance is of great significance (Ahmad et al., 2009, Kidane et al., 
2014). There is evidence showing that the metabolic syndrome is characterized by a 
mild chronic inflammation found in the systemic circulation (Cao, 2014). 
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There are several theories about the causality of mild inflammation in the obese. 
Primarily, chronic positive energy balance leads to hypertrophy and hyperplasia of 
adipocytes (Trayhurn, 2005). As the fat mass expands in obesity, the levels of lipids 
increase proportionately in adipocytes. High lipid levels in adipocytes may lead to 
initiation of cellular stress (Maassen et al., 2008). It has been found that adipocyte 
necrosis is three times higher in the obese and it is relative to hypertropic increase of 
adipocytes (Wang et al., 2008). This in turn may lead to increased secretion of pro‐
inflammatory cytokines as shown in Figure 93. Chronic hypercaloric energy intake 
and low energy expenditure lead to hypertrophy of adipocytes. Enlargement of 
adipocytes induces macrophage chemoattractant protein‐1 (MCP‐1) which in turn 
results in adipose tissue infiltration with macrophages. There is a subsequent 
increased expression in pro‐inflammatory markers including TNF‐ߙ, MCP‐1, and IL‐6 
and decreased expression of anti‐inflammatory adipokines (e.g. adiponectin).  
Figure 93: Proposed model of inflammation process in the white adipose tissue of obese 
individuals. 
 
Our proposed model of inflammation process in WAT of obese individuals. Chronic 
hypercaloric energy intake and low energy expenditure lead to hypertrophy of adipocytes. 
Enlargement of adipocytes induces macrophage chemoattractant protein‐1 (MCP‐1) which 
in turn results in adipose tissue infiltration with macrophages. There is a subsequent 
increased expression in pro‐inflammatory markers including TNF‐ߙ,	MCP‐1, and IL‐6 and 
decreased expression of anti‐inflammatory adipokines (adiponectin). Chronic inflammatory 
imbalance leads to attenuation of insulin signalling. 
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Chronic inflammatory imbalance may lead to attenuation of insulin signalling. 
 
To the best of our knowledge, we have carried out the most extensive human study 
investigating plasma AnxA1 levels and its association with body composition. We 
examined the relationship between the pro‐resolution mediator, plasma AnxA1 and 
body composition, total body fat level and body fat distribution. We also 
investigated the relationship between plasma AnxA1 and metabolic and 
inflammatory parameters as well as the plasma concentration of specific adipokines 
which are up‐regulated in obesity. We showed that plasma AnxA1 is significantly 
reduced with increasing BMI, total body fat and increasing centrally located body fat 
(Figure 55, 56, and 57). The negative correlation of decreasing plasma AnxA1 was 
strongest statistically when compared with WHR, rather than total body fat, 
suggesting that centrally located fat may be more influential at reducing plasma 
AnxA1 concentrations. Extensive evidence shows that the specific distribution of 
body fat is strongly correlated with increased risks for the development of type 2 
diabetes and cardiovascular disease (Gallagher et al., 1996, Gallagher et al., 2000, Ko 
et al., 1999, Vazzana et al., 2011, Doyle et al., 2011, Lam et al., 2011, Barac et al., 
2012, Indulekha et al., 2011).  
 
Our data show that plasma AnxA1 level decreases in subjects characterized by 
endomorphic body type and therefore, AnxA1 may be a potential depot specific 
biomarker and a predictor of future health risks and complications. Our data may 
also infer that AnxA1 could potentially have a protective role in the development of 
obesity. When mean plasma AnxA1 protein levels are presented for each total body 
fat group (defined by WHO as lean, moderately lean, excess fat and risky (WHO, 
1995), mean plasma AnxA1 levels are not statistically different across the lean, 
moderately lean and excess fat groups. However, there is a significant decrease in 
the mean plasma AnxA1 concentration in the risky group compared to all other 
groups (see Figure 56). Similarly, when categorized by BMI, the obese I and obese 
class II groups expressed significantly lower plasma AnxA1 compared to individuals 
with normal BMI (Figure 55). It is tempting to speculate therefore, that AnxA1 may 
have a protective role at the onset of central obesity but becomes overwhelmed as 
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central fat mass continues to rise. Taking into account AnxA1’s anti‐inflammatory 
role in both the innate and adaptive immune systems, this may well explain the fact 
that there is a mild chronic inflammation associated with obesity (Trayhurn et al., 
2008a, Wang et al., 2007, Trayhurn et al., 2008b, Do et al., 2006, Trayhurn and 
Wood, 2004, Rai and Sandell, 2011, Siervo et al., 2011, Pruller et al., 2011). 
 
Our study in humans shows a decrease in plasma AnxA1 concentration as the WAT 
expands in male subjects. Currently, it is not clear which tissues contribute to the 
plasma AnxA1 levels and further studies are needed to investigate the degree of 
expression of AnxA1 protein from visceral and subcutaneous fat in human subjects.  
 
The cell culture studies of the role of AnxA1 in human SGBS cells presented in 
Chapter 4 confirm for the first time that AnxA1, FPR1 and FPR2/ALX receptors are 
expressed in human subcutaneous adipocytes. The fact that the AnxA1 protein is 
derived from the supernatant fraction, suggests a possible function of AnxA1 protein 
within WAT, as it is not merely stored within the cell but released into the local 
environment. The exact source of plasma AnxA1 protein has not been determined to 
date and may represent the contribution of protein from a number of different 
sources. It may be assumed that leukocytes represent the largest source of plasma 
AnxA1 as these cells are known to store large quantities for their role as an anti‐
migratory agent for leukocytes (Rosales and Ernst, 1997). However, given the current 
data, we cannot rule out the possibility that an adipocyte source of AnxA1 protein 
may significantly contribute to total plasma AnxA1 protein.  
AnxA1 may be implicated in the adipocyte function irrespective of the inflammatory 
status of adipocytes. A study by Mack et al., 2009 revealed that preadipocytes have 
greater potency when compared with adipocytes as endothelial cell activator under 
normoxia, hypoxia, and TNFα exposure (Mack et al., 2009) and this may be another 
explanation why we did not find any significant changes in the expression of AnxA1 
in hypoxic mature adipocytes when compared to normoxic controls. Furthermore, 
increasing adiposity may reach a critical point, beyond which AnxA1 protein from 
adipocyte and non‐adipocyte sources are impaired leading to a collapse in plasma 
AnxA1 protein levels in affected individuals. By demonstrating a significant up 
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regulation in both AnxA1 gene expression and secreted protein during adipogenesis, 
our current data further implicates AnxA1’s role in regulating adipocyte biology. 
 
Additionally our study showed for the first time that exogenous administration of 
the Ac2‐26 peptide decreased the expression of CRP level and IL‐6 in human SGBS 
adipocyte cell line under hypoxic conditions. Previous studies showed that Ac2‐26 
decreased neutrophil activity, levels of PLA2, PGE2, nitric oxide and COX2 activity, 
therefore exerting an anti‐inflammatory role (Perretti and D'Acquisto, 2009, Perretti 
and Dalli, 2009, Yang et al., 2013). Although AnxA1 is largely stored preformed in 
cytoplasmic granules ready for release into the extracellular space, after secretion, 
extracellular AnxA1 binds to its receptors, FPR1 and FPR2/ALX (Babbin et al., 2006, 
John et al., 2007) on adjacent cells and also in a juxtacrine manner. Similarly to the 
AnxA1 expression, we found that FPR1 receptor was significantly down‐regulated 
after 4 hours (0.6‐fold, P=0.01*) and 8 hours (0.4‐fold, P=0.001) of hypoxia 
treatment in mature adipocytes when compared to preadipocytes (see Figure 72) 
but no significant changes were observed in normoxic conditions between mature 
adipocytes and preadipocytes (see Figure 68). FPR1 was also significantly down‐
regulated at 8 hours of hypoxia treatment (0.3‐fold, P=0.004**) in mature 
adipocytes when compared to mature adipocytes in normoxic conditions (see Figure 
78).  
The FPR1 receptor gene data may suggest that AnxA1 signalling via the FPR1 
receptor may be altered during hypoxia and if extrapolated, may be altered in the 
adipose tissue of obese humans. Although AnxA1 gene itself is not altered, its 
communication via its receptors may be a mechanism by which alterations/fine 
tuning in AnxA1 signalling is achieved in WAT during hypoxia. The implications of this 
are not known at this time. However, reduced FPR1 receptor expression may have 
implications for adipocyte recruitment. Our data on AnxA1 protein and gene 
expression in normoxic conditions suggests that this system is significantly increased 
during adipogenesis. If this process is disrupted by a reduced oxygen supply, then 
this may have implications for adipocyte recruitment. Furthermore, the recruitment 
of pre‐adipocytes to mature adipocytes has been hypothesised to become 
dysregulated in a sub‐population of obese patients who develop WAT fibrosis 
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leading to systemic inflammation and metabolic disease (Sun et al., 2011). In vitro 
culture of WAT biopsies from lean, ‘healthy’ obese and obese patients with 
metabolic disease could be used to explore this area further in future studies. 
 
We propose that chronic hypercaloric energy intake in particular high 
glucose/fructose consumption and low energy expenditure lead to hypertrophy and 
hyperplasia of adipocytes via high circulating blood glucose stimulated increased 
lipogenesis. Enlargement of adipocytes induces macrophage chemoattractant 
protein‐1 (MCP‐1) which in turn results in adipose tissue infiltration with 
macrophages. There is a subsequent increased expression in pro‐inflammatory 
markers including TNF‐ߙ, MCP‐1, and IL‐6 and decreased expression of anti‐
inflammatory adipokines (adiponectin). AnxA1 secretion is reduced both within WAT 
and within the endothelial cells and leukocytes of the capillaries. Chronic 
inflammatory imbalance leads to attenuation of adiponectin, AnxA1 and insulin 
signalling and increased vascular complications (see Figure 94). 
 
We explored exogenous administration of a calorie restriction mimetic , resveratrol  
and its effect on systemic inflammation and metabolic profile of 15 men. Our 
findings showed that resveratrol supplementation for 14 days has no beneficial 
effects on the metabolic and inflammatory profile in healthy overweight males. 
Therefore, it does not support its role as a cardioprotective, anti‐inflammatory and 
anti‐oxidant agent in humans. To date there are only a handful of well‐designed 
human studies supporting the role of resveratrol as a dietary aid bringing about 
beneficial health effects (Timmers et al., 2011, Bhatt et al., 2012). It is important to 
note that also the effects that were observed in these studies were modest and 
although statistically different, perhaps not significant in terms of physiological 
importance. In view of the recent numerous human studies and the findings from 
our study the role of both supplemental and dietary source (from red wine and 
grapes) resveratrol as a calorie restriction mimetic exerting beneficial metabolic and 
anti‐inflammatory actions is questionable. 
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Figure 94: Proposed model of AnxA1 attenuation due to chronic systemic inflammation.	
 
Chronic hypercaloric energy intake in particular high glucose/fructose consumption and low 
energy expenditure lead to hypertrophy and hyperplasia of adipocytes via High circulating 
blood glucose stimulated increased lipogenesis. Enlargement of adipocytes induces 
macrophage chemoattractant protein‐1 (MCP‐1) which in turn results in adipose tissue 
infiltration with macrophages. There is a subsequent increased expression in pro‐
inflammatory markers including TNF‐ߙ, MCP‐1, and IL‐6 and decreased expression of anti‐
inflammatory adipokines (adiponectin). AnxA1 secretion is reduced both within WAT and 
within the endothelial cells and leukocytes of the capillaries. Chronic inflammatory 
imbalance leads to attenuation of adiponectin, AnxA1 and insulin signalling and increased 
vascular complications. 
6.2 Conclusion 
These data demonstrate that AnxA1 could potentially represent a (fat) depot specific 
biomarker whose decline with increasing central adiposity may relate to the 
phenomena of increasing systemic inflammation and associated disease risk. We also 
demonstrate for the first time that an AnxA1 is expressed in human SGBS 
preadipocytes and mature adipocytes and AnxA1 mimetic, Ac2‐26 peptide, regulates 
pro‐inflammatory markers in human SGBS adipocytes. We showed that it may be 
difficult to improve the metabolic profile of individuals through supplementation of 
exogenous anti‐inflammatory agent, resveratrol. Whilst anti‐inflammatory agents 
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such as AnxA1 may propose novel therapeutics for metabolic syndrome associated 
diseases, to date regular exercise and weight loss remain the main interventions that 
significantly cut the risk of developing chronic long‐term conditions and obesity‐
associated maladies. 
6.3 Future studies 
We have demonstrated that endogenous anti‐inflammatory protein, AnxA1 may be 
implicated in the regulation of adiposity and that exogenous supplementation with 
the Ac2‐26 peptide may alter the pro‐inflammatory status of human adipocytes. We 
propose a number of studies that can help understand if AnxA1 is a potential novel 
target in the treatment of obesity related complications. We suggest that future 
studies are carried out in the specific following areas to further investigate AnxA1’s 
role as a regulator of adiposity and inflammation in WAT: 
 
1) Characterisation of the role of ANXA1 in WAT in the ANXA1 knock‐out (KO) mice 
and wild type (WT) on high fat diets and measurement of the impact on the 
adiposity level over time. This study would enable us to understand if AnxA1 
influences expansion of fat mass, the number of pre‐adipocytes/adipocytes, the size 
of adipocyte lipid droplet. We would also investigate if WAT of KO mice is infiltrated 
with macrophages in the same way as WAT of WT mice. This study may help to find 
out why AnxA1 was increased during adipogenesis and if there are any defects in 
adipogenesis if AnxA1 is absent –in the null mice. 
 
2) Investigate which factors from WAT modulate AnxA1 expression in various cell 
types including preadipocytes and adipocytes in vitro in isolation. The cells can be 
stimulated with a CRP, NFκB, IL‐6 pro‐inflammatory mediators and we would then 
measure the impact of such treatment on expression and production of AnXA1 gene 
protein from the cell types. 
 
3) Finally, we proposed that plasma AnxA1 may have a protective effect on the 
development of metabolic syndrome related complications. Exogenous 
supplementation with AnxA1 could be studied in vivo in a murine atherogenic model 
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e.g. ApoE mouse (mice which are highly prone to atherosclerosis). The effects of high 
fat diet and daily treatment with AnxA1 could help understand if AnxA1 may be an 
effective molecular target for the treatment of inflammation and if supplementation 
improves health outcomes.  
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